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Resumo
Valioso conhecimento a respeito de esquizofrenia tem sido gerado recentemente para decifrar sua patobiologia e revelar biomarcadores. Entretanto, esforços ainda 
são necessários, especialmente se levarmos em conta que essa debilitante desordem mental afeta aproximadamente 30 milhões de pessoas ao redor do mundo. 
Considerando que esquizofrenia é resultado de uma complexa interação entre fatores ambientais, função genética alterada e expressão proteica diferencial sis-
temática, a proteômica é provavelmente uma ferramenta adequada ao estudo dessa desordem. Aqui sintetizamos os principais achados em estudos proteômicos 
e posteriores direções a serem tomadas de forma a melhor compreender a bioquímica da esquizofrenia, bem como revelar biomarcadores.
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Abstract
Valuable knowledge about schizophrenia has been recently generated for deciphering its pathobiology and revealing biomarkers. However, efforts are still needed, 
especially if we take in account that this debilitating mental disorder affects approximately 30 million people worldwide. Considering that schizophrenia is a result 
of a complex interaction among environmental factors altered gene function and systematic differential protein expression, proteomics is likely to be a suitable 
tool for studying this disorder. Here we synthetize the main findings by proteomic studies and further directions to be taken in order to better comprehend the 
biochemistry of schizophrenia as well as reveal biomarkers. In addition, we summarize proteomic methodologies used in such studies. 
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Introdução

A proteômica é uma ciência relativamente nova e tem sido usada na 
compreensão e identificação de vias moleculares alteradas, provendo 
um quadro de sistemas bioquímicos integrados, bem como potenciais 
candidatos a biomarcadores. Considerando que o desenvolvimento e 
a progressão da esquizofrenia (SCZ) – uma desordem mental crônica 
que afeta até 1% da população mundial – são provavelmente dispa-
rados por uma intrincada interação entre predisposição genética, 
fatores ambientais e expressão gênica e proteica alterada, a proteô-
mica é consequentemente uma ferramenta adequada para descobrir 
alterações moleculares e identificar biomarcadores na SCZ. Tecidos 
post-mortem e in vivo, tais como cérebro, líquido encefalorraquidiano 
(CSF), fígado, fibroblastos e soro sanguíneo coletado de pacientes 
com SCZ, têm sido investigados extensivamente nos últimos 10 anos1 
usando metodologias proteômicas que serão revistas neste artigo. 

Principais resultados

Cérebro, CSF e sistema neuroendócrino

Regiões cerebrais como o córtex frontal, córtex dorsolateral pré-fron-
tal, lobo temporal anterior, córtex cingulado anterior, corpo caloso, 
córtex insular, giro temporal superior posterior, tálamo e hipocampo 
têm sido estudadas por análise proteômica. Alterações na arquitetura 
do citoesqueleto por meio da expressão diferencial de proteínas, tais 
como GFAP, NEFL, NEFM, DNM1 e TUBB, são suportadas pelas 
diferenças observadas nesses cérebros quando comparados aos de 
controles mentalmente saudáveis2. A expressão diferencial dessas 

proteínas pode interferir em diversos processos, da estrutura celular e 
comunicação até a transmissão sináptica, a qual pode ser perturbada 
também por causa da expressão diferencial de proteínas relacionadas 
a cálcio, tais como CALN (PPP3CA), CALM e PMCA-43. O cálcio 
é um metabólito essencial para a hipótese da dopamina em SCZ, 
especialmente considerando seu papel fundamental na função dos 
receptores de dopamina D1e D24.

Diversas diferenças proteômicas observadas em tecidos 
cerebrais post-mortem revelaram proteínas relacionadas a oligo-
dendrócitos5. Interessantemente, elas também foram encontradas 
em estudos trancriptômicos anteriores6,7. Níveis de MBP e MOG, 
clássicos marcadores de esclerose múltipla, foram encontrados 
alterados em CSF de pacientes com SCZ comparados a controles8, 
sugerindo potenciais processos degenerativos, ainda que não neu-
rodegeneração clássica. Em adição, a hipótese do metabolismo 
perturbado de colesterol e fosfolipídeos em SCZ é suportado por 
dados proteômicos em estudos de CSF pela expressão diferencial 
de APOE, APOA1 e PTGDS9,10. Além disso, processos neurode-
generativos podem ser acionados pela disfunção no metabolismo 
energético em oligodendrócitos11.

Diferenças consistentes por meio de diferentes regiões cerebrais 
analisadas foram também observadas em proteínas relacionadas ao 
metabolismo energético, suportando o conceito da hipofrontalidade e 
reduzido fluxo sanguíneo em algumas regiões cerebrais12-14. A consis-
tente expressão diferencial de ALDOC, ENO2, HK1, PGAM1, TPI1 e 
GAPDH coloca a glicólise como uma das principais vias bioquímicas 
para estudos posteriores básicos ou clínicos. Interessantemente, 
essa não é a a via mais afetada encontrada no córtex pré-frontal de 
cérebros com depressão, mas a fosforilação oxidativa15. 
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Diferenças no metabolismo energético encontradas em cérebros 
foram também observadas em amostras de fígado em um estudo 
proteômico comparativo analisando 15 fígados de pacientes com SCZ 
e 15 controles. Proteínas de estresse oxidativo também foram encon-
tradas16. Este estudo é particularmente interessante considerando que 
o fígado libera muitas moléculas diretamente na corrente sanguínea, 
que podem ser indicativas de metabolismo alterado e poderiam ser 
usadas para traduzir achados cerebrais a tecidos periféricos. Análise 
proteômica de pituitária de pacientes e controles relevou prejuízos 
no metabolismo energético, tais como expressão diferencial de AVP 
e GLUT1, as quais são responsáveis por controlar os níveis de glicose 
circulante17. Adicionalmente, apolipoproteínas como em CSF foram 
encontradas diferencialmente expressas em pituitárias. 

Soro e fibroblastos de pele

Como forma de traduzir achados do sistema nervoso central (SNC) 
para a periferia, fibroblastos de pele podem ser uma interessante 
amostra a ser escolhida, já que muitas vias moleculares são partilha-
das com células neuronais. Fibroblastos de pele podem ser coletados 
de pacientes vivos e podem também ser utilizados como fonte de 
biomarcadores. Usando abordagem label-free na análise proteômica, 
12 pacientes com SCZ foram comparados a 12 controles, levando à 
identificação de proteínas do ciclo celular, bem como de metabolismo 
energético e oxidativo18. 

Sangue é o mais acessível tecido para estudos clínicos. Enquanto 
achados no SNC e fígado são úteis para a compreensão da base mo-
lecular da SCZ, estudos em soro sanguíneo podem render potenciais 
biomarcadores para uso clínico, como diagnóstico, prognóstico, 
estratificação de pacientes e estudos de resposta a tratamento com 
drogas.

Dez proteínas foram encontradas diferencialmente expressas 
em um conjunto de 55 amostras de pacientes de SCZ de primeira 
ordem não tratados com drogas em comparação com 33 controles19. 
Essas proteínas foram adaptadas em uma plataforma de imunoensaio 
multiplexado DiscoveryMAP (Myriad Genetics), levando a um teste 
sanguíneo capaz de distinguir pacientes com SCZ sem uso de drogas 
de controles. Esse teste tem sido vendido sob o nome comercial de 
VeriPsych™ somente nos Estados Unidos e, de acordo com os fabri-
cantes, “…não tem como intenção prover um diagnóstico definitivo 
de esquizofrenia, ou ser usado como único meio de tratamento dos 
pacientes”, mas ser usado como um auxílio ao diagnóstico (http://
www.veripsych.com/about).

Em um estudo proteômico direcionado de 66 pacientes com 
SCZ comparados a 68 controles, níveis circulantes aumentados de 
proinsulina, des-31,32-proinsulina, insulina, peptídeo C conector e 
cromogranina A foram observados20. O mesmo grupo de pesquisa 
encontrou níveis aumentados de insulina, cromogranina A polipep-
tídeo pancreático, prolactina, progesterona e cortisol no soro de 236 
indivíduos com SCZ comparados a 230 controles, bem como níveis 
diminuídos de hormônio de crescimento. Ambos os estudos supor-
tam uma disfunção metabólica e do eixo HPA em SCZ21. 

Conclusões 

Estudos proteômicos em tecidos cerebrais visam revelar biomar-
cadores proteicos que possam ter um potencial diagnóstico, assim 
como biomarcadores de resposta a tratamento com drogas e prog-
nóstico. Embora diversos candidatos a potenciais biomarcadores22 
fossem revelados em diversas regiões cerebrais, eles não poderiam 
ser diretamente traduzidos a tecidos periféricos para uso clínico. 
Por outro lado, dados resultantes dessas análises podem lançar 
luz na compreensão da SCZ. Por exemplo, embora a disfunção do 
metabolismo energético fosse conhecida em cérebros com SCZ, 
estudos proteômicos puderam apontar as exatas enzimas e vias 
mais envolvidas na doença. Similarmente, diferenças na expressão 
proteica de proteínas do citoesqueleto foram também caracterizadas. 
Prejuízos no metabolismo de oligodendrócitos puderam também ser 
suportados por proteômica em tecidos cerebrais, sugerindo o papel 

central da glia em SCZ, como tem sido hipotetisado23. Estudos em 
CSF de SCZ revelaram biomarcadores mais tangíveis, mais a amos-
tragem é muito mais invasiva e dolorosa do que de soro sanguíneo, 
na qual resultados bem-sucedidos poderiam ser obtidos. Análises 
de soro levaram ao desenvolvimento de um produto que auxilia no 
diagnóstico. Embora esse teste não seja um produto definitivo, a 
mesma estratégia pode ser aplicada para estudos de resposta a drogas 
e efetividade. Os próximos passos incluem o acompanhamento dos 
marcadores proteicos encontrados nesses estudos proteômicos. A 
respeito da patobiologia da SCZ, estudos funcionais envolvendo knoc-
kouts e superexpressão de certos alvos proteicos podem decifrar seu 
papel em modelos pré-clínicos. Do ponto de vista de biomarcadores, 
estudos de acompanhamento devem objetivar transformar achados 
básicos em aplicações clínicas. Estudos de estratificação de pacientes 
e caracterização de resposta a drogas são necessários. 

Metodologias proteômicas

Já que estudos proteômicos objetivam a representação do conjunto 
de proteínas sendo expressas por uma célula, tecido ou organismo 
em uma dada condição e a um dado momento, é interessante que 
tais estudos alcancem a visualização mais completa das proteínas 
em tais contextos24. 

Uma análise proteômica necessariamente envolve as etapas de 
extração de proteínas, a identificação delas e, potencialmente, uma 
análise quantitativa delas. É interessante ressaltar que o número de 
proteínas extraídas é maior que o número de proteínas identificadas, 
o qual, por sua vez, é maior que o número daquelas passíveis de 
quantificação. Dessa forma, a preparação de amostras e a extração 
de proteínas para as etapas subsequentes se tornam um passo crítico 
em qualquer estudo proteômico. Processos otimizando os diversos 
passos envolvidos nessa etapa são desenvolvidos, embora muito 
ainda seja necessário. De maneira geral, proteínas com características 
extremas, tais como ponto isoelétrico (pI) muito ácido ou básico, 
massa molecular muito baixa ou alta, proteínas de membrana, que 
são geralmente hidrofóbicas e pouco solúveis, sofrem com uma pobre 
representação nas análises, ainda que estejam presentes em quanti-
dades significativas na célula, tecido ou organismo a ser analisado. 
O proteoma de uma célula, por sua característica oligárquica, apre-
senta como dificuldade adicional a faixa dinâmica de concentração 
das proteínas presentes. Assim, proteínas que por vezes são mais 
importantes na resposta à pergunta de um processo fisiológico não 
podem ser visualizadas, por causa da abundância de outras proteí-
nas menos interessantes que não estão diretamente relacionadas 
com o processo em questão. Convencionou-se que uma maneira 
interessante de abordar o estudo das proteínas seria fracioná-las de 
acordo com suas diferentes características, ou localização celular, 
possibilitando uma maior resolução do proteoma completo a ser 
analisado. Para tal, foram desenvolvidas diversas técnicas, cada qual 
apresentando seus pontos fortes e fracos e que, quando combinadas, 
podem gerar uma cobertura maior do proteoma do que se fossem 
individualmente utilizadas25.

Tais técnicas podem ser divididas, de maneira geral, como “em 
gel” ou “fora de gel”. As abordagens dependentes de gel foram durante 
muito tempo um sinônimo para eletroforese bidimensional (2-DE), 
fato que se deve ao grande número de trabalhos realizados com o 
uso dessa plataforma. Nessa técnica as proteínas são separadas de 
acordo com seu pI; então em um passo posterior as proteínas são 
separadas mais uma vez, porém agora de acordo com sua massa 
molecular, resultando em um eixo de coordenadas cartesianas, no 
qual em “x” é apresentado o pI das proteínas e em “y” sua massa 
molecular, sendo cada um dos pontos desse plano um spot que é 
representado, em teoria, por proteínas diferentes. Após a separação, 
a detecção das proteínas pode ser feita por métodos de coloração, 
sendo as principais aquelas que utilizam Coomassie Blue e nitrato de 
prata. Softwares específicos para análise de imagem realizam a aná-
lise densitométrica, permitindo a quantificação relativa de spots e a 
comparação entre diferentes géis. Os spots considerados interessantes 
podem, então, ser identificados por um processo chamado “peptide 
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mass fingerprinting” (PMF) ou “impressão digital de peptídeos”. Aqui, 
após digestão do spot com uma protease definida, as massas dos pep-
tídeos resultantes são obtidas por espectrometria de massas (MS) e 
comparadas com massas teóricas previstas, obtidas por uma digestão 
in silico realizada em bancos de dados de proteína, permitindo sua 
identificação. A grande desvantagem dessa plataforma é a variação 
existente entre os diferentes géis, impossibilitando em alguns casos a 
comparação confiável entre eles. Visando solucionar esse problema, 
uma nova abordagem em gel – 2D-DIGE – reduziu os efeitos de tal 
desvantagem. Aqui diferentes amostras podem ser comparadas no 
mesmo gel, pois cada amostra é marcada com um composto fluo-
rescente específico, e, antes da separação, são misturadas, o que leva 
a uma diminuição dos efeitos de erros técnicos que poderiam sugir 
se cada amostra fosse analisada em um gel separadamente. Após a 
definição dos spots de interesse, o processo de identificação pode 
seguir o mesmo descrito anteriormente.

Abordagens independentes de gel foram um marco na proteômi-
ca, já que a velocidade, a automatização e a precisão na aquisição de 
dados aumentaram de maneira surpreendente, contornando algumas 
das desvantagens encontradas na 2-DE. Em “shotgun proteomics”26, 
as proteínas são digeridas antes mesmo de sua separação, sendo 
então os peptídeos separados por cromatografia líquida e eluídos 
de maneira acoplada a espectômetro de massas (LC-MS) para sua 
identificação. Como a complexidade das amostras aumenta muito, 
geralmente são necessários passos de fracionamento anteriores à 
aplicação ao sistema LC-MS, podendo ser utilizados outros tipos de 
cromatografia, focalização isoelétrica ou eletroforese. Aqui a identi-
ficação de proteínas depende fortemente de recursos de informática 
para combinar a quantidade de informações geradas por MS/MS 
usado na identificação dos peptídeos e combiná-los.

A quantificação pode ser realizada por diferentes métodos. O 
uso de isótopos estáveis em sistemas como ICAT27 e ICPL28 permite 
a etiquetagem dos peptídeos em duas amostras a serem comparadas, 
anteriormente ao passo de MS, cada um com uma etiqueta, leve 
ou pesada, com uma diferença conhecida de massa molecular. Tal 
diferença permite a identificação de peptídeos presentes nas duas 
amostras e ainda leva a uma quantificação relativa pela análise da 
intensidade dos íons do peptídeo em questão em cada amostra. Outro 
sistema muito utilizado na pesquisa proteômica na psiquiatria é o de 
etiquetas isobáricas como iTRAQ29, o qual permite a rotulagem e a 
análise de até oito amostras simultaneamente. Aqui, as etiquetas são 
compostas por três partes: um sítio de reação, uma porção balancea-
dora e o íon repórter. Quando rotulados, os peptídeos presentes nas 
diferentes amostras apresentam a mesma massa molecular, porém, 
uma vez submetidos ao processo de MS/MS, os íons repórteres frag-
mentam-se do resto das etiquetas conferindo informação quantitativa 
relativa do peptídeo analisado por meio da análise das intensidades 
daqueles. A desvantagem do métodos utilizando tais etiquetas é que a 
rotulagem das amostras ocorre depois de sua preparação, envolvendo 
etapas como extração, fracionamento e geração de peptídeos, o que 
pode levar à inserção de erros técnicos e à diminuição da precisão do 
processo de quantificação. Logo, métodos in vivo de etiquetação de 
proteínas, como discutido nesta edição pela Dr. M. Filiou, têm sido 
implementados. Outro método de etiquetagem in vivo é o SILAC – 
“stable isotope labeling by amino acids in cell culture” ou “etiquetagem 
por aminoácidos isotópicos em cultura de células”30. Nele, células são 
crescidas em um meio de cultura contendo aminoácidos isótopos, 
ou seja, que contém por exemplo 2H, 13C e 15N. Em contrapartida, 
a amostra controle é crescida em meio de cultura normal. Logo, as 
proteínas provindas da condição estudada serão relativamente mais 
pesadas que os controles, e essa diferença de massas pode ser identifi-
cada e consequentemente quantificada por MS. O princípio de SILAC 
tem sido também aplicado a modelos animais. Alternativamente às 
técnicas de etiquetagem, existe a quantificação “label-free”, que se 
baseia no fato de que a concentração de um determinado peptídeo 
presente em uma amostra é proporcional à sua área cromatográfica31. 
Com esse princípio, a técnica possibilita a análise de um número ili-
mitado de amostras, o que a torna interessante para estudos clínicos 
e na busca de biomarcadores. Outra vantagem reside no fato de a 

análise poder ser realizada por meio de uma abordagem de aquisição 
independente de dados, resultando em maior precisão dos dados.

Nem todas as técnicas proteômicas têm sido exploradas em 
estudos de desordens psiquiátricas. Estudos sobre modificações 
pós-traducionais e quantificação direcionada por “selective/multiple 
reaction monitoring” (SRM/MRM) podem ainda ser tirados da caixa 
de ferramentas proteômicas para a melhor compreensão da patogê-
nese e na identificação de biomarcadores para SCZ. 
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